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ADENOVIRUS DEFECTIFS ET LIGNEES DE COMPLEMENTS CORRESPONDANTES 

s 

the rap ,e genique, notamment chez 1'homme. Perspecnves de 

Les adenovirus sont des virus 4 ADN qui present un large spectre d'hote lis ont * • 

Wtata pfafa. dans U cell* ha,e pertssiv. par ltaennMWre ^ 

— . d« ^ cellule U rtp.ica.ion de 1'ADN adenovW . Zdlt 
des cellules iniectees et ne necessi,. pas la rep^o- ceMaire. "as^Td 

v^es s-asse^e* de ^ 4 former ^ ^ > d ™ '^J* 
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icosaedrioue dans lesquelies fADN adenoviral „ ensui,e e„capa di Us paniculK 

5 Lecycleinfectieuxdel , adenovinjss , elTectueen2etapes: 

- la phase precoce qui precede I'initiation de la replication du genome 
adenov,ral et qui permet la production des proteines regulatrices 
.ntervenant au niveau de la replication et de la transcription de l'ADN 
1U viral, et 

la phase tardive qui conduit a la synthese des proteines stnicturales. 
15 uneare, h_ « ^viron 36kb ^ ^ 

Too t m T*. * f" * ~ - ~ «— *™ 

. l« n* « mpIiqil& d^ h du i ^ 

I^gen« prfcoces son. rep.*, en 4 regions qui son. dUpersfe dam „ ginome 
adenovnat des,gnees El a E4 (E pour -Ear.,- *ita prtcoc, en angto). Us reZ 

promote, rexpresaon des genes precoce, est eOe meme reguiee, cerate gen« eL" 
reptatoon vole. An*, . » .d^ «, ^ de 

*» rt n. peu, pas prodture au mote une protein, code, par tae d. ces regio^ «T 
ademuuetafairnieaimro. « rcgrons, celle- 
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30 



35 



dewnscnpuon voles, respect. E1A et BIB. C««e rfgion code pour des 
P«» o„, uuervKntten, rres precocenen, dans 1. cycle viral « son, essen.iel.es a 

<n»Kcnpt.on E1A code pour une proline trans-acrivatric. de la traaeription des autres 
^ ,u, induU 1. transcription a panir des promoteurs des regions E1B, E2A, 
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U region E3 n'es, pas essence a h replication du ^ ^ 

pnote.es qul sera,™, responsab.es de nnWbitio „ „ „ " « 

U region E4 est situee a rextrfmite 3' du gercme adenoviral. B1 . code pour de 
nombreu* polypeptide* „ WM dms , J^,^ 

15 quelWiibioondetasymheseproteiquecellulaire. «r<»ve ams, 

Un. fob ia repiicanon de I"ADN viral Wee, la ttanscnption des gene, tardifs debute 
Ceux-c, occupen, !, nu.orhe du gem.me adenovirai « recouvren, m ^ , K ^ * 

1 « ™ ""'^ * to " , " i{ * lK S *I"«*=« «* Wttisees a 

n^eurtardif MLp (Major Ute Promote). Ce p^ „ ^ ^ 

Wnscn. prima*, ou, est ensuite mature en ur* vingttfae d'AKN mergers (ARNm) A 
pnr desquels son, produites ies protein* capsidaires du vMoa Le g Jcod»Z b 
5 pro." 1 " • * compos U capside est situe a i'^l , du g -„Ie 

ptZ K TT E,B 1 M -** 3 ' Lta * — Z 

proteu* DC utilise le meme signal de terminaison de b transcription oue lw 
TanscnptioimelleElB. q 
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Un cenam nombr, xa ^ ^ 

« t divulguee dans b banque de don*, Genebank sous b reference M73260 Les 
«e 5 vera 3 IHR 5 de 103 bp surv, de I. region d'encapsidation (Hearing et al 1987 J 
' emphcement est schenatiquemem represente dans h Figure 1, et enfin de ITTR 3V 
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II ressort de ce qui precede que les adenovirus possedent des 
.nt™ qui font d,u* des vecteurs de choix pour ^ d^TS^ 
nomb adeno^s remnants sont decrits dans ,a literature ^ 
1991, Saence, 252, 431^34 ; Rosenfeld et al., 1992 Cell 68 143 i S « ty. " 
5 « lis deHvent de r« et sont defect* pour la 

taMa » danS ^vironnement et 1'organisme bote. En outre a rel„ fT 
= e^ 

10 *nsi „ adenovi™ defectifs „e peuvent etre propages que dans une lignee cellulaire 

2 T 7 ^ ^ f ° nCti0n E1 6SSentielle * " plication vil A 'heure 
actuelle, la seule bgnee de complementation utilisable est la lignee de rein Ll 

ei.3'd e l,^„. B ,» ^ M ^™ 5 - hre 0°"<l^psidationetk parte 
- J d. h regton E1B con.por.am des sequence codan, pour les protein precoces 

» U WH da transfer, de genes « utilise des adenovta est tnainteuan, 

Mais, la question de leur innocuite reste nose, c.jn., ""untenant etaone. 

accidentelle ou d We infecuon opponuniste *. orgJZ ^sotl 
M£ « . snffl, d,n evenenten, de ^'JZZ 

^ZZZLVT"? ""^ * - ***-r dans 

Wonnentent. II est ausst envisageable outa adenovius naturel sauvage co-infect« 

fcncuon El provoouan. une co-disseminaion des deux vints. Enfin, cemins w=s d, 
cellules eucayotes present des prot&es presentan, une acuvit, ElA-^e^ 

D est done souMtable de disposer de veaeurs adenoviral p^orman B preseman. le 
— - d. nsque, en vue de ,eur tnuisaion en aerapie ^ ^ 
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des defauts genetiques graves et traiter certaines maladies pour lesquelles on ne dispose 
pas d'approches therapeutiques efficaces. C'est de leur obtention que depend le succes de 
la therapie genique appliquee a Phomme. 

5 De plus, il existe des interrogations a propos de l'obtention de la lignee 293. Ces 
interrogations peuvent etre de nature a compromettre Tacceptabilite des produits destines 
a un usage humain qui en seront derives. D serait utile de disposer de lignees de 
complementation dont 1'origine et Thistoire sont exactement connues pour produire des 
particules d'adenovims recombinants destinees a un usage humain. 

10 

On a maintenant trouve (1) de nouveaux vecteurs adenoviraux defectifs deletes de 
certaines regions specifiques du genome adenoviral et plus adaptes au transfert d'une 
sequence nucleotidique exogene in vivo et (2) de nouvelles lignees de complementation 
caracterisees, acceptables d*un point de vue phannaceutique et done offrant toutes les 
15 caracteristiques de securite requises pour la production de produits destines a un usage 
humain. 

Uinteret de ces nouveaux vecteurs est qu'ils presentent une capacity de clonage accrue 
permettant 1'insertion d'un ou plusieurs genes d'interet de grande taille et une securite 
20 d'emploi maximale. Ces mutations deleteres rendent ces adenovirus incapables de 
replication autonome et de transformation cellulaire et ceci sans alterer leur capacite a 
transferer et exprimer un gene d'interet. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un vecteur adenoviral defectif pour la 
25 replication, capable d'etre encapside dans une cellule de complementation, qui derive du 
genome d\m adenovirus comprenant de 5 1 en 3', un ITR 5 1 , une region d'encapsidation, 
une region E1A, une region E1B, une region E2 t une region E3, une region E4 et un 
ITR 3 1 , par deletion : 

30 (i) de tout ou partie de la region El A, et de Tintegralite de la partie de la 

region E1B codant pour les proteines precoces ; ou 

(ii) de tout ou partie de la region El A et de tout ou partie d'au moins une 
region selectionnee parmi les regions E2 et E4 ; ou 

(iii) de tout ou partie de la region El A et d'une partie de la region 
d'encapsidation. 
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Au sens de la presente invention,, Impression "deletion" ou ma, ■ 

suppression d'au moins un nucleotide dine I, • ^ * ^ SC r ' rere * ,a 

d,ne deletion continue ou lolue P J IT" ^ " *" fl "« 

une partie seulement de la , ^ 0 " ^ SOit s °* 

acuieraent de la region consideree. On prefere les dMti nn * „ • « L . 

promote, « confer „ moks m 22.^" i"T " 

cellule h6te. P de dehvrer ,e vecteur dans une 

^ i . . «iuvage par deletion de tout ou part e de la re><ri* n ci a ^ a 

3 la partie de la resinn pit* ™~ „. , region E1A et de 

sequences 'co Jpl^^TT; IT"* 1 - * "* 
K. fences co^pns* ««. les nuc^d« 6 T 4 « I "T^ " 

de la region E3 et/ou 
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de la region E2 et/ou 
de la region E4. 

II va de soi qu*un vecteur adenoviral selon 1'invention peut comporter une des trois 
5 deletions ci-dessus enoncees ou deux d'entre elles selon n'importe quelles combinaisons 
ou encore ('ensemble des deletions. 

Selon un mode particulierement avantageux, un vecteur adenoviral selon 1'invention est 
delete d'une partie seulement de la region E3 et preferentiellement de la partie qui ne 

10 comprend pas les sequences codant pour la proteine gpl9kDa. La presence de la 
sequence codant pour la proteine gpl9kDa dans un vecteur adenoviral selon 1'invention, 
permettra aux cellules infectees d'echapper a Timmunosurveillance de l'hote ; un critere 
important lorsque le protocole therapeutique necessite plusieurs administrations repetees. 
On choisira, de preference, de placer les sequences codant pour la gpl9kDa sous le 

15 controle d'elements appropries permettant leur expression dans la cellule hote, a savoir 
les elements necessaires a la transcription desdites sequences en ARNm et la traduction 
de ce dernier en proteine. Ces Elements comprennent en particulier un promoteur. De tels 
promoteurs sont bien connus de Fhomme de Tart et sont insures en amont de ladite 
sequence codante par les techniques conventionnelles du genie g6netique. Le promoteur 

20 retenu sera, de preference, un promoteur constitutif non activable par un des produits 
d'expression de la region El A. A titre d'exemples, on peut citer le promoteur du gene 
HMG (Hydroxy-Methyl-Glutaryl coenzyme A reductase), le promoteur precoce du virus 
SV40 (Simian Virus 40), le LTR (Long Terminal Repeat) du RSV (Rous Sarcoma 
Virus) ou le promoteur d*un gene PGK (phospho-glycerate kinase) d'eucaiyote 

25 superieur. 

Par ailleurs, un vecteur adenoviral selon 1'invention, peut, de fkfon optionnelle, etre 
delete de la partie de la region E3 correspondant a la region promotrice, laquelle sera 
substitute par une region promotrice heterologue, telles l*une de celles mentionnees ci- 
30 dessus. 

Selon une deuxieme variante, un vecteur adenoviral selon Tinvention derive du genome 
d*un adenovirus naturel ou sauvage par deletion continue ou discontinue de tout ou 
partie de la region El A et de tout ou partie d'au moins la region E2 et/ou E4. Une telle 
35 deletion permet d'accroitre les possibility de clonage de genes d'interet D'autre pan, 
eliminer tout ou partie de la region E4 permet egalement de reduire ou supprimer des 
sequences codant pour des produits p tentiellement oncogenes. 
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Conune orecedernmem, u» vector .dinoviral se , on l1mil 

deoou™ de tou, ou pm ie des regions E1B et,„u E3 «, en P artcu„e r , u „™ ^ 

reason te, cue menrfonne prtcedemment (corame „ ' 

5 P>"'«d«toreg,o n E3, K coda«paspourla P rot«i«gpl9kD,). 

Enfin selon „„e troisieme variame, un vecteur adenoviral selon dirive „„ 

genome dta adenovirus par deletion de tout „„ parte de la region E1A et d'ane part, 
de la region d'encapsidation. 

10 

c= timer « en p^ dta ^ ^ < 

s=s felons d^capsidauon de ^ Mne ^ ^ J^JZZ 

tli- - - — — savage. I - pourr. e« 

encaps.de efficacemem par rapport an genome de 1'adenovirus sauvage compenteur. 

Us deletions de la region dVncapsidation sera choisies en fonction de 2 entires une 
capace rtfuta 4 etre encapside mais staultanemen. une efficacite residue compatible 
20 avec - production industiieUe. En d Ws term* ., fonction d^dation 1 

ZZL'ZT Sel °" ^ — — *.oi,u= a » d£ 

ZTL T I" iffe d<,erato " P " lK tedrai "'- conventions ^e 
nrcge par ntfecnon dtae lignee .donate et evaluation du n«nbre de pl ag«s de lyse De 

25 m ?T" ~ ™" * *— * »- '« de Knve^ 
25 ^.te dencapsidation est reduhe d*„ facteur 2 , 50, avanugeusemen, 3 a 20" de 

30 au mom, une ou une ouelconaue te prfce(temnlent ^ " 

Un vecteur adenoviral selon la pr&ente invention derive du genome dta adenovirus 
nature! ou sauvage. avuugeusemen, dta adenovirus canin, aviaire ou humain, de 
preference dW adenovirus humain d. type 2. 3, 4. 5 ou 7 «, de manier. tout a fait 
preferee, tfun adenovirus humain de type 5 (AdS). Dans ce dernier cas, les deletions du 
vecteur adenoviral selon IWemion sunt indiquees par reference a U position des 
nucleoudes du genome de I'AdS spWnee dans h bimque d. donnee G^ebank sous U 
reference M73260. 
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On prefere tout particulierement un vecteur adenoviral selon l'invention derivant du 
genome d'un adenovirus humain de type 5, par deletion : 

(i) de 1'integralite de la partie codant pour les proteines precoces de la region 
E1B et s'etendant du nucleotide 1634 et se terminant au nucleotide 4047 ; 
et/ou 

(ii) de la region E4 s'etendant des nucleotides 32800 a 35826 ; et/ou 

(iii) de la partie de la region E3 s'etendant des nucleotides 27871 a 30748 ; 
et/ou 

(iv) de la partie de la region d'encapsidation : 

allant du nucleotide 270 au nucleotide 346, ou 

allant du nucleotide 184 au nucleotide 273, ou 

20 - allant du nucleotide 287 au nucleotide 358. 

De preference, un vecteur adenoviral selon l'invention derive du genome d'un adenovirus 
sauvage ou naturel par deletion d'au moins 18 % dudit genome, d'au moins 22 %, d'au 
moins 25 %, d'au moins 30 %, d'au moins 40 %, d'au moins 50 %, d'au moins 60 %, d'au 
25 moins 70 %, d'au moins 80 %, d'au moins 90 % ou encore d'au moins 95 % et 
notamment de 98,5%. 

Selon un mode particulierement prefere, un vecteur adenoviral selon l'invention derive du 
genome d'un adenovirus par deletion de l'ensemble du genome adenoviral a I'exclusion 

30 des ITRs 5' et 3' et de tout ou partie de la region d'encapsidation. Selon cette variante, il 
ne comprend que le minimum de sequences virales afin de limiter les risques de 
recombinaison, les risques d'oncogenecite et avoir une capacite de clonage maximale. On 
pariera alors d'un vecteur adenoviral "minimum" dans lequel il sera alors possible 
d'inserer jusqu'i 30kb de sequence nucleotidique exogene. Un vecteur adenoviral prefere 

35 selori l'invention derive d'un adenovirus humain de type 5 par deletion de la partie du 
genome viral s'&endant des nucleotides 459 a 35832. 
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rr, 1 !^ * V*" 1 " inVeMi<,,V — *» a pour 

*. la War, „ feipression dta5 ^ „ m P- 

»o,e. Par secure nuclaoddioue exogana", „„ entend un ldde 

5 sequences codan.es « dans leque. les saouences codames son, des sequances qui „e so* 
normals pas prists dans l« geno*. dta adenovta. Us fences regulartces 
peuvan. «re d**. quelconque. u sequence nucleoudique m ~ 

dans un vecttur adenoviral selon 1W 0 „ par les tKhniqile5 , 

genet!que,ent^elaregiond , encapsidationetl , ITR3 , 

10 

^ stance nuc.io.idi,™ axogan. peu, toe „„„ ou 

d,n,=re, «, da ^ dtalfr6 , a,^,^ ^ , e *J 

™, un gim otaare, ^ coder soi , ^ „ ^ 

ou, sen, ansma .radui, an pro,ai„a dlmar*. Un gane dtaere, pau, etre da ™« 

Zr"* ^ ^ C ° mpl<maMire -"^^ (minigane, ^ 

equal « „K»ns «, dale«a). D p«, aodar pour una protaina ,L re „„ 

p™ dto pro,ei„e maure, ro ununan, un pracurseur des « , to secrW " a ° 
Comoro da c a. « peptide signal, una pwaine ahimarioua prov™™, da la fusion 
da saquanca dongtae divarsa ou un rnuu* dtaa p ro ,atoa namrdla prasaman, das 

rz f . n " , ° n ■*■ >< " ii,ion *» - -**<» *. *. 

codantpourlaproteinenaturelle. 

Un gana dlntfra, peu, Sr. phc a sous la comrfla .felemems approprte a son axoression 
dans una cdfcle Pa, . aimeMS >pproprife , „„ ^ ^ «~ 

riZT* T 5 nteMK * " «""*** * P«— -a. 

una unoorttnce pamcunara. H pau, d ^ promotair 

«gul»b..«, dpau, te u. d*„ gana quelconque d*rigina euc^a ou vira, a, ml 

ZZ£7 - " » <^ U prasam. invanuo^ 

" U ° ,ere " ^ dK ^""^ A un d'axempias, un 

gen, d^,^ an usage dans la prisan,. invent as, phoa sous !e conla du 
promottur d« genas d Wogtobuline lorsqua I'on charche i cibler son Bansfar, dans 
Hsvf £ T l5 ™ Ph0C!, * ireS - °" »« , le prom« OT du gene HC- 

"° ,an,meM * ratoo ^ s »— i- * ^e 2, pem,«un, una 
expression dansungrandnonibredetypescellulaires. 
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Parmi les genes d'interet utilisables dans le cadre de la presente invention, on peut titer : 

les genes codant pour des cytokines, comme l'interferon alpha, l'interferon 
5 gamma, les interleukines ; 

les genes codant pour des recepteurs membranaires, comme les recepteurs 
reconnus par des organismes pathogenes (virus, bacteries, ou parasites), 
de preference par le virus VIH (Virus de Hmmunodeficience Humain) ; 

10 

les genes codant pour des facteurs de coagulation, comme le facteur VIII 
et le facteur IX ; 

le gene codant pour la dystrophine ; 

15 

le gene codant pour l'insuline ; 

les genes codant pour des proteines participant directement ou 
indirectement aux canaux ioniques cellulaires, comme la proteine CFTR 
20 (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) ; 

les genes codant pour des ARN anti-sens ou des proteines capables 
d'inhiber 1'activite d*une prot&ne produite par un gene pathogene, present 
dans le genome d*un organisme pathogene, ou par un gene cellulaire, dont 
25 l'expression est deregulee, par exemple un oncogene ; 

les genes codant pour une proteine inhibant une acthate enzymatique, 
comme Fal- antitrypsine ou un inhibiteur d*une protease virale ; 

30 - les genes codant pour des variants de proteines pathogenes qui ont ete 

mutees de fafon a alterer leur fonction biologique, comme par exemple 
des variants trans-dominants de la proteine TAT du virus VIH capables 
de competition avec la proteine naturelle pour la liaison a la sequence 
cible, empechant ainsi I'activation du VIH ; 

35 

les genes codant pour des epitopes antigeniques afin d'accroitre 
Timmunite de la cellule hote ; 
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- les genes coda*, pour | M prottoes de complexe 

d taocompa«b,l,.e des classes I et II, ainsi que les genes codan, pour les 

proteines inductrices de ces genes ; 

5 - les genes codant pour des enzymes celluJaires ou produites par des 

organismes pathogenes ; et 

- les genes suicides. On peut citer plus particulierement le gene suicide TK- 
HSV-1. L'enzyme TK virale presente une affinite nettement superieure 
par rapport a l'enzyme TK cellulaire pour certains analogues de 
nuclides (comme .'acyclovir ou le ganciclovir). Elle les convertit en 
molecules monophosphates, dles-memes convertibles, par les enzymes 
cellulaires, en precursors de nucleotides, qui sont toxiques Ces 
analogues de nucleotides sont incorporables dans les molecules d'ADN en 
vo.e de synthese, done principalement dans 1'ADN des cellules en etat de 
rephcation. Cette incorporation permet de detmire specifiquement les 
cellules en division comme les cellules cancereuses. 

Cette liste n'est pas limitative et d'autres genes d'interet peuvent etre utilises dans le cadre 
20 de la presente invention. 

Par .illeurs, selon », autre mode de nus. en o«m* d. .Won, un vecteur adenoviral 
2 TZ " " — Pour une 

« '« ger^s) de I, reg,on E1A codan. pour un. tnx6m ^ 
lexpresston nsquera,. de rendr. fad^ TO no^defectit On choisira, de preference le 

P^ema U prop.gtK.on du veoeur dans un. d, con,plen>en«adon telle que crib 
decme a-apres. Une tell, Hgnee est plus sophistiqu.. et penne. de paffler i dWefc 
problen.es de .oxici,. due . 1. production . ^ des ^ 
c^plem^uuon. U gin. codan, pour une protein, trans^vttric* de la .rescript™ 
peut etre place, s, necessaire. sous le controle d'elements approprife a son expression • 
par exemple ceux qui permotent Impression dto, gene dtoteret. 

Ltavendon a egalemen. nj, i „„. parted, adenoviral, ainsi qu'a un. cellule eucaryote 
hot. con.pra.ant un veaeur adenoviral selon llnvention. Ladite ceUule est 
avamageusemen, «. cellule de nununuere «, de preference une cellule humaine et peut 



25 



30 



WO 94/28152 

1 3 



PCT/FR94/00624 



30 



35 



comprendre ledit vecteur sous forme inteeree dan, u »• 

forme non-integree (episome). gen ° me ° U * de pr < ference ' "u. 

Une particule adenoviral selon Invention peut etre pnW, n, 
S Hgnee de complement fournissant en Is e LcZ < *" "* 

adenoviral selon 1 Won est defect* par » ^ ^ 

techniques de preparation sont connues de IfconL de Z „ ^ 

Methods inMolecularBiology, vo, 7, 109-128, eTe/mT™" ? T' IWI ' 
D'une maniere optionee, une particule aden^e S L„ r ^ lHC ) - 

" --li^decomplementaLselonl^ 

5 complementation etant caoable Hp ™r * ,edlt e,ement de 

« .ant integre JI^"^:^! T 

vecteur d'expression. complementation ou insere dans un 

Dans le cadre de la presente invention, le terme "lion*, a 

^*>*)^ mu ^^Z^ E ?7J? 188 fo,K,ion(s) pw 

«s modific.„ ons pas M °°" * "f"* 1 "- *■ "">"•«" que 

complimemadon pour El (capable d« fbL f^ 8 ° *" " M lign,!e de 

codte pa, u ,JL El lulT !. *" h °" fensa,,bl<! d « P'°'*°« 

El b 1 dT" "r " VKM " *** I- * 

Une lignee de complementation selon I'invention n«,t *~ .i • - • 

o— . ^ p— _ h p^.v^rir^: 
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4 n uuiisera ci-apres le terme "vecteur adenoviral defertif ;i a ■> 
entendu qu'fl fait reference a Un vecteur defect* quelconou T p f • 
5 presente invention. queiconque, de l'art anteneur ou de la 

Par "element de complementation" on entend .m , - 

la F-* du genome ade™,™* en „1 H ZZZTl^ " 

to insert sur n. veaeur n»- „T , PriSente toventk " 1 11 P« 

15 de telles fins L'element a., , • que ,es vecteurs "tables a 

adenoviral defectif P " Mnconu tonte a un vecteur 

Une «e»e ^^"ZTr^"^^^'"^^!. 

CO toutou partie d'au moins une region du genome adenoviral selection^ 
parmi les regions E1B, E2 et E4 ou Ce 
30 ' 

00 tOUtou P^d 1 aumoinsdeuxde Sr e g ionsElB, E 2et E 4dudit g enome > ou 
(iiO tout ou partie des regions E1B, E2 et E4 dudit genome. 

35 Dans le cadre del-invention, lesdites regions peuvent etre olacees. si n~ ■ 

controle A'Stm™** «~ v*™vm eire piacees, si necessaire, sous e 
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A titre indicate une lignee de complementation selon la variante fin co 

regions ElA, E1B et E4 est rf^tin-, • , - . 6 (u) com P r enant les 

proteines precoces de la region E1B. q C ° dant pour ,es 

*t*-p— tap-jrr,; z,i°zz^i: * 

munn PGK. 8 * Jwiw-1 et du gene 

P*" panic*, „„ ^IZT^^Z^T^' ^' 
Saccharonyces amino. » h, m .. Prora0,eur m * ,c,,bte P« I* ProtSm, GaM de 

coaaftutive (evemudl^ , 0!dque) des AT" ,Xoi ^ m *" — 

ora protanes adenovroles necessaires a la 
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complementation. Ainsi, .'induction peut etre decleneh^ - - 

defect . ia condmon toutefois oe fournir . ^ „ »- 
5 founur ^^uneprotemesomconmadelWdu metier. 

DW manier. general., ™ Bgne e de complementation compreral une panie du aenom. 

™ ^o™,s qui deHve ava^ageusenKn, ft. ^ 
adenovmis canin on aviaire ou, de preference dw „..• • l 
10 paniculieremem.dutypeaouS. """""^ taM ' n «■ «"» 

!'rJ 8 °! e . de j , COmplima,,ai0n ■*" rfavratio " «""P™° notammen. la par* du 



IS 



genome <tw adenovirus tannin de type 5 defendant : 

0) du nucleotide 100 au nucleotide 5297 de la siquem* m „ divulsu4e 
dans la banque de donnee Genebank sous la rjfiirence M73260, ou 

fii) du nucleotide 100 au nucleotide 4034, ou 
20 (Hi) du nucleotide 505 au nucleotide 4034. 

Avanugeusement, la panic du genome selon (ft est in*re« • amont d*n signal de 

25 11 T r } 0U *" que 1. parrie selon fin J 

* n ~ • * "» ««- E1A, ni le signal de Si 

de k transc^ton de k rig™ BIB est ptace. sous ,e contrTL pZZ 
Wropne. ~n« A. promote inducdbie par la proteme Oa.4, « ft.'Z£ 
«. de la transect, par exemp,. ceiui du gene D-g^ine e lapta ST* 

30 £ * T^™" 1 « — ** «— ****mm sure car^otl t 
30 '^omedessequer^escomrnunesavecunadenovuwdefectit 

S« 7 "f ^ COmpl<n ' Mtt,iM — P- comporter ia part, de 

■» B4 A. adenov™ humain de We 5 aBant du nucleotide 32800 « se tlij 
. nucleoude 35826 de la sequence teBe que divulguee dans la banque *~ 
35 Genebank sous la reference M73260. 

dTaelrr ! 8 ° fe de C ° mpl4maMai ' > » — »»— P" comporter IWWe 
du genome dto adenovuus nature!, i rex«pti„„ de la region d'encapsidation et d« TOs 
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«*. 5 ataudu nudeottd. 505 ,, s. ten™ a- nucleotide 35826 de sequence e 
que dtvulguee dans ,a banque de donnee Genebank sous la reference M73260 ~ £ 

Sir ' ' ~" * U " Prom ° ,eUr hduaib " »- " Pro*. Ga.4 de 

I--*, des fonctions essentielles a la teplication « fencapsidation dW vecteur 
adenoma, efectif pour 1« fonctions El, E2 e, E4, nofcmmen, *. veaeur ^ 
minimum sdon finvention. «renowai 

10 

Sdon un mode prefere, une lignee de complementation selon Invention peu. comporter 
un dement de complement comprenant, « o«re, un ger * codant pour ■ „JL r 
de selection permetian, U detection et tUmm des cdlules b comportan. cl le 

15 nwqueur de selection, ceux-ci etan, gineralemen, connus d. .tame de J 
^™ <r™ gij ,e de resistance a un antibiotiqu, de preference, du g Z 

ptTZ PUr0mya °' «" ^ «— " I- 

20 Dans 1. cadre de 1. presente nation. 1, gene coda* pour un maroueur de selection 

Z "IT "" """^ dM approp,i& « — " 

peut dun promoteur constitutif; comme le promoteur precoc, du vuus SV40 
pendant, on priSrer. un promoteur inducible par U protdne tians-activatiice ccOee 
park regton E1A, en p*ticuiier le promoteur adenovird E2A. Une telle combindson 
5 ««b«. une press™ de selection pour maimenir .'expression des g««s de 1. region 
' M ^ de """Pigmentation sdon l-mvention. Aux fins de la prtsente 
le promos «enu peu, etie modifie par deletion, mutttion, subLtion 
et/ou addition de nucleotides. »«"^iuuon 

3 Selon un mode de realisation tout a fait prefere, une lignee de complementation selon 

Z ?** d ' UnC «"•*"• *- de 1 

phannaceut.que. Par "lignee cellulaire acceptable A. point de vue pharmaceutique" on 

entend U ne hgnee cellulaire caracterisee (dont on connait 1'origine et 1'histoire) el/ou 
ayant deja ete utilises pour la production a grande echelle de produits destines a un usage 
humam (corumtution de lots pour des essais cliniques avances ou de lots destines a la 
vente). De teUes Iignees sont disponibles dans des organismes tels que l'ATCC A cet 
egard, on peut mentionner les Iignees de rein de singe vert d'Afiique Vero, de rein de 
hamster dore ou syrien BHK, humaine derivee d*n carcinome de poumon A549 
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k-*. MRCS, hu^ine pulmonaire W!38 « dW de We, chi„oi S 
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^ere „* Ugnfe de complememaio, scion finvemion peu, d«ver 

5 de celMe, pnma,* « de ceUute de r&ine prSevees dta emb,yo n hunuta. 

Invention „„ ^ de dw 

selon l'mvention, selon lequel : 



10 



- on mtroduit un vecteur adenoviral selon 1'invention dans une lignee de 
complementation capable de complementer en trans ledit vecteur de 
maniere a obtenir une lignee de complementation transferee, 

- on cultive ladite lignee de complementation selon des conditions 
appropnees pour permettre la production de ladite particule adenovirale, 
et 



on recupere ladite particule dans la culture cellulaire. 

20 Bien entendu, la particule adenovirale peut etre recuperee du surnageant de culture mais 
egalement des cellules selon les protocols conventionnels. 

DW rnaniere preferee, un procede selon 1'invention met en oeuvre une lignee de 
complementation selon 1'invention. ^ 



25 



^invention a egalement pour objet IHisage therapeutique ou prophylactique d'un vecteur 
adenovrral, dime partrcule d'adenovirus, dWe ceUule eucaryote bote ou dW lignee de 
complementation selon I'invention. ^ 

30 Lapresente invention est enfin relative a une composition pharmaceutique comprenant a 
^tre dagent therapeutrque ou prophylactique un vecteur adenoviral, une particule 
dadenovuus, une cellule eucaryote ou une cellule de complementation selon .'invention, 
en associate avec un support acceptable d'un point de vue pharmaceutique 



35 La 



composmon selon I'invention, est en particulier destinee au traitement preventif ou 
curatif de maladies telles que : 
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des maladies genetiques, comme I'hemophilie, la mucoviscidose ou la 
myopathic, celle de Duchene et de Becker, 



des cancers, comme ceux induits par des oncogenes ou des 



vims, 



25 



- des maladies resales, comme le SIDA (syndrome de 
I immunodeficience acquise resultant de 1'infection par le VIH), et 

- des maladies virales recurrentes, comme les infections virales provoquees 
1U par le virus del'herpes. 

Une composition pharmaceutique selon Finvention peut etre febriquee de maniere 

ZIZ ^ ° n ^ therapeutiquement efficace d" 

agent ^peutique ou prophylactique a un support tel qu„n diluant. Une composition 
selon Imvemion peut etre administree par aerosol ou par n'imoorte quelle voie 
convent.onnelle en usage dans le domaine de Part, en particulier par voie orale, sous- 
cutanee mtramusculaire, intraveineuse, intraperitoneal intrapulmonaire ou intra- 
ttacheale. L administration peut avoir lieu en dose unique ou repetee une ou plusieurs 
fo»s apres un certain delai d'intervalle. La voie d'administration et le dosage appropnes 
vanem en fonction de divers parametres, par example, de Hndividu Jte ou de la 
IST tra.ter ou encore du ou des gene(s) d'interet a transferer. D'une maniere 
generale, une composmon pharmaceutique selon Invention comprend une dose 
dadenov,^ selon Invention comprise entre 10* et 10", avantageusement 10* et 10" 

117?™' Ct 10H - ^ C ° mP0Siti0n tique, en particulier a visee 

Zn peut comprendre en outre un adjuvant acceptable d«un point de vue 



30 



35 



L invention s etend egalement a une methode de traitement selon laquelle on administre 
une quantite therapeutiquement efficace d^un vecteur adenoviral, d'une particuie 
adenoviral <ftn» cellule eucaryote ou d'une lignee de complementation selon 1'invention 
a un patient ayant besoin d'un tel traitement. 

La presente invention est plus complement decrite en reference aux Figures suivantes 
et a i aide des exemples suivants. 

La Figure 1 est une representation schematique du gen me de l'adenovirus humain de 
type 5 (represent* en unites arbhraires de 0 a 100), indiquant I'emplacement des 

differents genes. 
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La Figure 2 est une representation schematique du vecteur pTG6546. 
La Figure 3 est une representation schematique du vecteur pTG6581 

5 

La Figure 4 est une representation schematique du vecteur pTG6303 . 

La Figure 5 est une representation schematique des vecteurs pTG1660 et pTG1661 . 

10 La Figure 6 est une representation schematique des vecteurs pTG1653, pTG1654 et 
pTG1655. 

La Figure 7 est une representation schematique du vecteur pTG5913. 
15 La Figure 8 est une representation schematique du vecteur pTG8512. 
La Figure 9 est une representation schematique du vecteur pTG8513. 
La Figure 10 est une representation schematique du vecteur pTG85 14. 

20 

La Figure 1 1 est une representation schematique du vecteur pTG85 15. 
EXEMPL.ES 

25 Les exemples suivants n'illustrent qu*un mode de realisation de la presente invention. 

Les constructions decrites ci-dessous sont realisees selon les techniques generales de 
genie genetique et de clonage moleculaire, detaillees dans Maniatis et at, (1989, 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). 

30 L'ensemble des Stapes de clonage mettant en oeuvre des plasmides bacteriens est realise 
par passage dans la souche Escherichia coli (E coli) 5K ou BJ, alors que celles qui 
mettent en oeuvre des vecteurs derives du phage M13 sont realisees par passage dans E 
coli NM 522. En ce qui concerne les Stapes d'amplification par PCR, on applique le 
protocole tel que decrit dans PCR Protocols-A guide to methods and applications, 

35 (1990, edite par Innis, Gelfand, Sninsky and White, Academic Press Inc.). 



D'autre part, les ceUules sont transferees selon les techniques standards bien connues de 
l'homme du metier. On peut titer la technique au phosphate de calcium (Maniatis et al., 
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supra). Mais d'autres protocoles permettant d f introduire un acide nucleique dans une 
cellule peuvent egalement etre employes, tels que la technique au DEAE dextran, 
l'electroporation, les methodes basees sur les chocs osmotiques, la microinjection d'une 
cellule selectionnee ou les methodes basees sur 1'emploi de liposomes. 

5 

Les fragments inseres dans les differentes constructions decrites ci-apres, sont indiques 
precisement selon leur position dans la sequence nucleotidique : 

du genome de 1'AdS telle que divulguee dans la banque de donnees 
10 Genebank sous la reference M73260, 

du genome de 1'adenovirus de type 2 (Ad2), telle que divulguee dans la 
banque de donnees Genebank sous la reference JO 1949, 

IS du genome du virus SV40 telle que divulguee dans la banque de donnees 

Genebank sous la reference J02400. 

EXEMPLE 1 : Generation d'un adenovirus "attenue" comprenant une deletion d'une 
partie de la region d'encapsidation . 

20 

y. Construction d'un vecteur "attenui" comprenant une deletion du nucleotide 184 
au nucleotide 273 de la region d'encapsidation 

On construit un vecteur comprenant 

25 

1TTR 5 1 du genome de TAd5 (du nucleotide 1 au nucleotide 103), 

la region d'encapsidation de TAd5 comprise entre les nucleotides 104 k 458 dans 
laquelle la portion allant du nucleotide 184 au nucleotide 273 est deletee et la 
30 thymine (T) en position 176 est modifiee en une cytosine (C) afin de creer un site 

de restriction AatTL, 

une cassette d'expression d'un gene d'interet comprenant de 5 1 vers 3* le MLP de 
PAd2 (nucleotides 5779 a 6038), les sites de restriction KpnVXbal-Hindttl et 
35 5amHI, I'ADNc humain codant pour la proteine CFTR, (la composition en acides 

amines correspond a la sequence publiee par Riordan et al, 1989, Science, 245 \ 
1066-1073 ; a 1'exception d'une valine a la place de la methionine en position 470), 
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les sites PsO, Xhol et Sail et enfin le signal de terminaison de la transcription du 
virus SV40 (nucleotides 2665 a 2538), et 

le fragment du genome de l'Ad5 s'etendant du nucleotide 3329 au nucleotide 624 1 . 

Dans un premier temps, on clone entre les sites EcdKL et £coRV du vecteur M13TG13 1 
(Kieny et al., 1983, Gene, 26, 91-99) le fragment EcoKL Smal isole de pMLPll. Cette 
construction'est issue de pMLPIO (Levrero et al., 1991, Gene, 101, 195-202) et direre 
du vecteur parental par l'introduction d'un site Smal au niveau du site Hindm. On 

10 obtient le vecteur M13TG6501. Celui-ci est soumis a une mutagenese dirigee afin de 
deleter les sequences comprises entre les nucleotides 184 a 273 de la region 
d'encapsidation. La mutagenese dirigee est realisee a l'aide d'un kit commercial 
(Amersham) selon les recommandations du foumisseur, et met en oeuvre 
l'oligonucleotide OTG4174 reporte dans l'identificateur de sequence n°l (SEQ ID NO: 

15 1). Le vecteur mute est designe M13TG6502. La region d'encapsidation ainsi deletee est 
reintroduite sous forme d'un fragment EcdRI-Bgin, le site BglTl etant rendu franc par 
traitement a l'ADN polymerase Klenow, dans le vecteur pMLPll digere par EcdBI et 
Smal. 

20 Le vecteur obtenu, pTG6500, est digere partiellement par Pstl, traite a l'ADN 
polymerase du phage T4 puis digere par Pvul. On insere dans ce vecteur le fragment 
Pvul-Hpal isole de pTG5955 (derive de pMLPll). Ce fragment comporte le signal de 
tenninaison de la transcription du virus SV40 et la partie du genome de l'Ad5 s'etendant 
du nucleotide 3329 au nucleotide 6241. Le vecteur pTG6505 ainsi genere est digere 

25 partiellement par SpU, traite a l'ADN polymerase du phage T4 et religue, ceci afin de 
detruire le site Sphl situe en 5' du polylinker. II resulte le pTG651 1, dans lequel on clone, 
apres digestion par Banim et traitement a l'ADN polymerase Klenow, 1'ADNc CFTR 
humain sous forme d*un fragment aux extremites franches genere par digestion Xhol et 
Aval et traitement a l'ADN polymerase Klenow. On obtient pTG6525. A titre indicatif, 

30 l'ADNc CFTR est isole d'un plasmide de l'art anterieur, tel que pTG5960 (Dalemans et 
al., 1991, Nature, 354, 526-528). 

2 . Cnnxtruction d'un vecteur "attenui" com p renant une deletion du nucleotide 270 
au nucleotide 346 de la region d'encapsidation. 

35 

Le vecteur M13TG6501 est soumis a une mutagenese dirigee mettant en oeuvre 
l'oligonucleotide OTG4173 (SEQ ID NO: 2). Puis le fragment mute est reintroduit dans 
pMLPll, comme indique precedemment, pour generer le vecteur pTG6501. Ce dernier 
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« «gere par SpM, « 4 1'ADN- polymerase du pta M T4 „ • „ 

franc) .sole de PIG6525 e, compos, rAafc c^,^ " *" «- « 




10 modifier les thymines en position 275 et 4 d enca P sid *™ et de 

« fragment SpH <*. ^ I! "° °" ' e 

2» de soi, pT «525, pTG6526 ou D TG««T • C0 - tra " sfeffi ™ *» les cellules 
25 mariere . ge^ m ^ ' ' , ' 543 - 55l > «**«« par CM, de 

<« pU WM i^:tz p ir mb !r? hon,oio8ue - ** 8 * 10 

par car.ogr.phie de resuJT n T ceUules 293 « «»■>*. 

AdTG6546) son! constitues et leur titre determine selon les techniques conventioruieHes 

10 Hg/ml de deoiryribonucle^e (DNase, I JTt , ""prolate puis a»ec 
v*o»s. A.„rs ^ ^i^^ JJ™" ^ *- 
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On mesure le niveau d'expression de la proteine CFTR dans les extraits ceUulaires de 
cellules 293 infectees par AdTG6546. L'analyse est effectuee par Western blot selon la 
technique decrite dans Dalemans et al. (1991, Nature, supra) en mettant en oeuvre 
5 1'anticorps monoclonal MATG1031. Mais, tout autre anticorps reconnaissant des 
epitopes antigeniques de la proteine CFTR peut etre utilise. On revele un produit d"une 
masse moleculaire attendue d'environ 170 kDa. A titre indicatif, le niveau de production 
est a peu pres equivalent a celui obtenu dans les extraits cellulaires infectes par le virus 
non attenue Ad-CFTR. 

10 

FYFMPLE 2 : Generation d'un adenoviru s defectif delete de la region El A et de 
l'intepralite des sequences codant pour les or nteines nrecoces de la region E1B.. 

I Qhtention d'un adenovirus recombinant pour Vexp ression de la proteine CFTR. 
15 (AdTG6S81) 

Un tel adenovirus est genere a partir d'un vecteur plasmidique pTG6581 comprenant de 
5' vers 3' : 



20 - 1TTR 5' de l'Ad5 (des nucleotides la 103), 



la region d'encapsidation de l'Ad5 (des nucleotides 1 04 a 458), 

une sequence nucleotidique exogene comportant une cassette d'expression, laquelle 
25 comprend les elements suivants : 

* le MLP de l'Ad2 (nucleotides 5779 a 6038), suivi des trois leaders tripartites 
egalement de PAd2 (nucleotides 6039-6079 ; nucleotides 7101-7175 ; 
nucleotides 9637-9712) ; ces leaders sont inclus afin d'augmenter 1'efficacite 

30 de traduction des sequences inserees en aval, 

* un polylinker comprenant de 5' vers 3' les sites de restrictions XbdU Hindm, 
BamYD. £coRV, Hpal et Notl utilisables pour le clonage d'un gene d'interet, 



35 * un gene d'interet, comme le gene codant pour la proteine cmk, 

* le signal de terminaison de la transcription isole du virus SV40 (nucleotides 
2543 a 2618), 
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la portion du genome adenoviral de PAd5 allant des nucleotides 4047 a 624 1 . 

Le fragment du genome de 1'AdS s'etendant du nucleotide 4047 au nucleotide 4614 est 
5 amplifie par PCR a partir de l'ADN genomique d f Ad5. La reaction PCR met en oeuvre 
l'amorce sens OTG5021 (SEQ ID NO: 4), comprenant en son extremite 5' un site BamHl 
destine a faciliter les etapes de clonage ulterieures, et l'amorce anti-sens OTG5157 (SEQ 
ID NO: 5.) Le fragment ainsi genere est traite a l'ADN polymerase Klenow, avant d'etre 
clone dans le site Smal de M13mpl8 (Gibco BRL), donnant lieu au M13TG6517. La 
10 sequence du fragment genere par PCR est verifiee selon la methode enzymatique 
classique (Sanger et al. f 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 5463). 

Par ailleurs, le fragment Pvul-Smal est isole de pMLPl 1. II est clone entre les sites Pvul 
et Kpnl de pTG651 1 (exemple 1.1), le site Kpnl ayant iti rendu franc par un traitement 
15 a l'ADN polymerase du phage T4 selon les methodes standards. On genere ainsi le 
vecteur pTG6547. 

Ce dernier est dig6r6 par les enzymes Sail et BstXl et ligue a deux fragments, d'une part 
le fragment BamHL-BsfXl purifie de M13TG6517 et, d'autre part, le fragment XhoV 

20 BgM de pTG6185. Ce dernier comprend notamment le signal de terminaison de la 
transcription du vims SV40 encadre par les sites de restriction Xhol et BglR. Mais, tout 
autre plasmide comportant la meme sequence de terminaison et des sites de restriction 
adequates pourrait etre utilise. On obtient le vecteur pTG6555, dans lequel on insere 
dans le site unique BamHl un adaptateur contenant deux sites de restriction generant des 

25 extremites franches, EcoRV et Hpal. Cet adaptateur provient de la reassociation des 
oligonucleotides OTG5564 et OTG5565 (SEQ ID NO: 6 et 7). On obtient pTG6580. 
Enfin, le fragment Sacl-Pstl de pTG6525 dont les extremites ont ete rendues franches et 
comportant TADNc CFTR humain, est clon6 dans le site £coRV de pTG6580. On 
genere pTG6581 (Figure 3). 

30 

L'adenovirus recombinant correspondant AdTG6581 est g6nere par co-transfection de 
pTG6581 et Ad dl324 clives par C/al dans une lignee de complementation pour la 
fonction El, comme la lignee 293 ou une lignee de Texemple 6, selon le protocole 
classique. 

35 

2. Obtention d'un adenovirus recombinant pour Vexpress ion de VIFNy. 



o 
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Le vecteur pTG6303 (Figure 4) est obtenu par clonage dans le site Hpal de pTG6580 du 
fragment Hpal-Smal de M13TG2437. Ce dernier provient du clonage dans un vecteur 
M13TG130 (Kieny et al., 1983, supra) du gene codant pour l'interferon gamma (TfNy) 
dont la sequence est telle que specifiee dans Gray et al. (1982, Nature, 295, 503-508). 
5 L'adenovirus recombinant AdTG6303 est obtenu selon les techniques classiques par 
recombinaison homologue resultant de la co-transfection de pTG6303 et de 1'Ad dl324 
linearise par Cla\ dans une lignee de complementation pour la fonction El. 

3. Construction d'un adenovirus delete de la region El et dans kernel la reeion E3 
10 est placee sous le controle d'un vromoteur constitutif. 

Le vecteur pTG1670 est obtenu par clonage entre les sites AalU et BaniHl du vecteur p 
polyll (Lathe et al., 1987, Gene 57, 193-201), d'un fragment PCR comportant le LTR3' 
(Long Terminal Repeat) du virus RSV (Rous Sarcoma Virus). La reaction PCR met en 
15 oeuvre le vecteur pRSV/L (De Wet et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7, 725-737) a titre de 
matrice et les amorces OTG5892 et OTG5893 (SEQ ID NO: 8 et 9). 

Par ailleurs, la partie 5' de la region E3 (nucleotides 27588 a 28607) est amplifiee par 
PCR a partir du vecteur pTG1659 et a l'aide des amorces OTG5920 et OTG5891 (SEQ 

20 ID NO: 10 et 1 1). Ce dernier est construit en plusieurs etapes. Le fragment BamHL-AvrU. 
(nucleotides 21562 a 28752) est obtenu de l'ADN genomique d'Ad5 puis clone entre les 
memes sites de pTG7457 pour generer pTG1649. Le vecteur pTG7457 est un pUC19 
(Gibco BRL) modifte au niveau du polylinker de maniere a contenir notamment un site 
AvrTl. Puis on introduit le fragment £coRI (Klenow>v4vrII de M13TG1646 (exemple 8) 

25 dans pTGl 649 dive par AvrU-Ndel (Klenow), ce qui donne le vecteur pTGl 65 1 . Enfin, 
pTG1659 est genere par l'insertion du fragment ,4vrII (nucleotides 28752 a 35463) 
purifie de l'ADN genomique d'Ad5 dans pTG1651 linearise par AvrTL. Le fragment PCR 
est integre entre les sites XAal et BaniHl et de p poly n, pour donner pTG1671. On 
insere ensuite dans le site AaiO. de ce dernier, un fragment EcoKV-AatU. obtenu de 

30 pTG1670, pour donner pTG1676. 

Le fragment £coRI de l'Ad5 correspondant aux nucleotides 27331 a 30049, est isole a 
partir d"une preparation d'ADN genomique et sous-clone dans le pBluescript-Sk+ 
(Stratagene) prealablement clive par£coRL On obtient pTG1669. Celui-ci est mute (kit 
35 Amersham) par introduction d'un site BamSl soit en position 27867 (oligonucleotide 
mutagene OTG6079 ; SEQ ID NO: 12) ou en position 28249 (oligonucleotide mutagene 
OTG6080 ; SEQ ID NO: 13). On obtient respectrvement pTG1672 et pTG1673. On 
isole du vecteur pTG1676, le fragment BamHl-BsiWl comportant le LTR 3- de RSV 
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generer P TG1977 et P TG1978. Puis ,7 T ' pr ^ ente P° ur 

vecteurs est inte&re Hane *Tr> 

gment £coRI obtenu de chacun de ces deux 

fagmen, Mnj^ (site rendu ^ dU d °"^ * 

(—* 3.!, fes ste m,^ E^'J" ™ * pT<M59 ° 

poD^eras.) de p IG 6584 (exemple 3. ,) ' ra " emM * ^ 

ve ae .^ p t ^:r;;^r^ t e r de ptoi679 - e3+ « - 

P-gatactosida* a la place de 1, ^ 7, „ C °" ttem ,e 8*"= d « <• 

1«, 90, 626^30) *~ E ' »"*■"—"• « a,., I992 , t 

15 

Constructing de pTn^on^ 

!0 

Le fragment amplifie est clone dans le site fl^I <u mi, 1b 

M13TG6523. Le fragment &„*T * 7 ? Ml3mpl8, pour donner 

^pTC^O^f^ ^ ^ deced --PO-atreintr 0 duitdans,e 

k*wj>u cuve par lesmemes enzymes. On obtientnTfifiionA, i 
la Partie , du genome adenoviral (des n^tides 2^5*5) 
E3 comprise entre les nucleotides 27872 * in™ , } ' la K&on 

panie plus petite de la rfTt f ' ^ qUC pTG659 ° est *» 

H cuic ae la region E3 (position 28592 a 1047m t ~ 

ob.«nu de h ftcon «*».. : on „, pZ", ' ^ P T « 590 « 
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digere par BstEH. On introduit dans le vecteur ainsi traitele fragment £coRI (Klenow> 
BslEH purifie de M13TG6519, pour generer pTG6590. 

A titre indicate le vecteur pTG6584 est un vecteur pUC19 (Gibco BRL) qui contient les 
5 sequences d'Ad5 s'etendant du site unique Spel (position 27082) jusqu'au debut de la 
region promotrice de la region E4 (position 35826). II est obtenu par digestion de 
pTG1659 (exemple 2.3) par Sail et Spel, traite a l'ADN polymerase Klenow puis 
religation. 

10 2. Construction d'un vecteur adenoviral delete de la ripion El et de la partie de 
E3 n'exprimant pas la proteine ppl9kDa 

La partie de la region E3 de l'Ad5 codant pour la gpl9kDa (nucleotides 2873 1 a 29217) 
est obtenue par PCR a partir d'une preparation d'ADN genomique d'Ad5 et en mettant en 

15 oeuvre les amorces OTG5455 et OTG5456 (SEQ ID NO: 18 et 19). Le fragment genere 
est introduit dans le site Smal de M13mpl8 pour donner M13TG6520. On isole le 
fragment EcoRl-Xbal de ce dernier, que l'on clone dans le site AatU de pTG1670 
(exemple 2.3), les sites ayant ete rendus francs par traitement a l'ADN polymerase 
Klenow. Puis, le fragment Xbal purifie du vecteur de l'etape precedente est insere dans le 

20 site Xbal du vecteur pTG6590 AE3 (exemple 3.1.). 

3. Obtention de particules adenovirales. 

Les particules virales recombinantes sont obtenues par ligation des fragments Spel isoles 
25 de l'ADN genomique d'AdTG6303 ou AdTG6581 et de run ou l'autre des vecteurs des 
exemples 3.1 et 3.2. Puis, le melange de ligation est transfecte dans une lignee de 
complementation pour la fonction El. 

EXEMPLE 4 : Construction d'un adenovirus delete d es regions El et E4. 

30 

On amplifie les parties du genome adenoviral s'etendant des nucleotides 31803 a 32799 
et 35827 a 35935 a partir d'une preparation d'ADN genomique d'Ad5 et des amorces 
OTG5728 et OTG5729 (SEQ ID NO: 20 et 21) et OTG5730 et OTG5481 (SEQ ID 
NO: 22 et 16) respectivement. Apres une dizaine de cycles d'amplification, la reaction est 
35 poursuivie a partir d'une aliquote des deux melanges reactionnels en mettant en oeuvre 
les oligonucleotides OTG5728 et OTG5781. Le fragment amplifie s'etend des 
nucleotides 31803 a 35935 avec une deletion de l'integralite de la region E4 (positions 
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32800 a 35826). Apres digestion par EcdRl et HindHl, il est clone entre les memes sites 
deM13mpl8 pour donnerM13TG6521. 

M13TG6521 est digere par £coRI, traite a i'ADN polymerase klenow puis clive par 
5 2?s/XI. Le fragment de 0,46 kb comportant TITR 3' est insere entre le site BamHl rendu 
franc par traitement a 1'ADN polymerase klenow et le site BstXl de pTG6584 (exemple 
3.1). On obtient pTG6587, qui est digere par Xbal puis religue sur lui-meme, pour 
dormer pTG6588 (deletion de E3). 

10 On introduit dans le site Pad de pTG6588 un fragment d'ADN synthetique provenant de 
la reassociation des oligonucleotides OTG6060, OTG6061, OTG6062 et OTG6063 
(SEQ ID NO: 23 a 26). D resulte pTG8500 dans lequel les signaux de terminaison de la 
transcription des genes tardifs L5 sont ameliores. 

15 On genere une particule adenoviral (AdAE4) dont le genome est delete de I'integralite 
de la region E4 (nucleotides 32800 a 35826) et du fragment Xbal de la region E3 
(nucleotides 28592 a 30470), par ligation des fragments Spel isoles de pTG8500 ou 
pTG6588 et de l'Ad5. Le melange de ligation est transfect^ dans une lignee cellulaire de 
complementation pour la fonction E4, par exemple la lignee W162 (Weinberg et Ketner, 

20 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80 9 5383-5386). On obtient un adenovirus defectif 
pour les fonctions El et E4 (AE1, AE4) par transfection dans une lignee de 
complementation pour El et E4 (par exemple la lignee de Texemple 8) du melange de 
ligation entre le genome de 1'Ad dl324 et le plasmide pTG8500 ou pTG6588 linearise par 
Spel 

25 

D'autre part, on peut egalement proceder de la maniere suivante. On clone le fragment 
Spel-Scal isole de pTG1659 (exemple 2.3) dans le vecteur pTG6588 clive par ces 
memes enzymes, pour obtenir pTG6591. Ce dernier comporte les sequences de TAd5 des 
nucleotides 21062 a 35935 mais, comme precedemment, deletees de Tintegralit^ de la 
30 region E4 et du fragment Xbal de la region E3. On introduit dans le vecteur pTG6591 
digere par Pad, le fragment d'ADN synthetique decrit ci-dessus et on genere pTG6597. 
Les particules adenovirales peuvent etre obtenues par recombinaison homologue entre 
TADN genomique de FAd dl324 clive par Spel et les plasmides pTG6591 ou pTG6597 
clive par BamHl. 

35 

EXEMPLE 5 : Construction d\m virus "minimum" 
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Un veaeur adenovM di, es, sonata* par ^ ^ „„ plasnli<Je ^ 

elements suivants : 

I'lTR 5' de I'Ad5 (des nucleotides 1 a 103) ; 

la region d'encapsidation de l'Ad5 (des nucleotides 104 a 458) ; 

une sequence nucleotidique exogene comprenant : 

10 • un premier gene d'interet therapeutique place de preference sous le controle 

de son propre promoteur afin d'obtenir une regulation de ^expression la plus 
proche possible de la regulation naturelle, 

un deuxieme gene d'interet constitue du gene TK-HSV- 1 , et 



15 



20 



25 



de mamere facultative, des sequences nucleotidiques quelconques ajoutees 
pour des raisons d'efficacite de replication ou d'encapsidation de maniere a ce 
que la taille totale du genome a encapsider soit comprise entre 30 et 36kb ; 

les sequences codant pour la proteine Gal4 de Saccharomyces cerevisiae 
(Laughon et Gesteland, 1984, Mol. Cell. Biol., < 260-267) placees sous le 
controle dhin promoteur fonctionnel dans une cellule eucaryote superieure • 
et 

1TTR 3' de l'Ad5 (des nucleotides 35833 a 35935). 



La^emblage de ces different* elements est realise selon les techniques standards de 
b.ol 0gl e moleculaire. Intention de virions infectieux comprenant un tel vecteur se fait 
comme decnt precedemment dans une lignee de complementation de I'exemple 7. 

EXEMPT 6 • Constitution d",,n. rrllule de rom p u m ^; on canahlA H , 

en trans la fonction El 

„ L Constitution d '™ Pilule de. comvlementatinr, m^r^ la r ^ n „ F , Hoe 
35 nucleotides t n0a5297( pTnK*ii\ 

Celle-ci comporte : 
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une cassette ({'expression du gene pac, lequel est place sous le controle du 
promoteur precoce du vims SV40 (nucleotides 5171 a 5243) et comprend en 3' le 
signal de terminaison de la transcription de SV40 (nucleotides 2543 a 2618). Le 
gene pac utilise correspond a un fragment allant du nucleotide 252 au nucleotide 
5 905 de la sequence divulguee par Lacalle et al. (1989, Gene, 70, 375-380) et 

comportant 4 mutations par rapport a la sequence publiee (C en position 305 
remplace par A ; C en position 367 remplace par T ; insertion d'un G en position 
804 ; deletion d'un G en position 820), 

10 - un fragment du genome de I'AdS allant des nucleotides 100 a 5297. Ce fragment 
comprend les regions E1A et E1B munies de leur propre promoteur et de leur 
signal de terminaison de la transcription ainsi qu'une fraction de la region £2, 
recouvrant ainsi les sequences codant pour la proteine IX - A titre indicati£ il 
semble que la lignee 293 ne soit pas capables de produire une proteine IX 

15 fonctionnelle. 

La construction est realisee en plusieurs etapes detaillees ci-apres. Le vecteur p polylll- 
I* (Lathe et al., 1987, Gene, 57, 193-201) est soumis a une digestion par les enzymes 
AccI et £coRI. v On clone dans le vecteur ainsi traits le fragment EcdRl-Clal isole du 
20 plasmide pTG6 1 64. On obtient le vecteur pTG6528. 

Le plasmide pTG6164 est issu de pLXSN (Miller D, 1989, Bio/Techniques, 7, 980) et 
comprend le gene pac place sous le controle du promoteur precoce du virus SV40. 
Brievement, le fragment HindSL-Kpril de pLXSN est introduit dans M13TG131 pour 

25 produire M13TG4194. On insere dans ce dernier, digere par Nhel et Kpn\ le fragment 
Nhel-Kpril de pMPSV H2 K IL2R (Takeda et al., 1988, Growth Factors, 7, 59-66) pour 
produire M13TG4196. Celui-ci est digere par HindOL-Kpnl et on clone le fragment issu 
d'une digestion HindSR et d'une digestion partielle Kpnl et purifie de pLXSN. On obtient 
pTG5192. Ce dernier est digere yixHindBl et partiellement par Nhel et on introduit le 

30 fragment HindOl-Nhel de pBabe Puro (Land et al., 1990, Nucleic Acids Res., 18, 3587), 
dormant lieu & pTG6164. 

Le vecteur pTG6528 est diger6 par Pstl et on introduit au niveau de ce site le fragment 
Pstl isole de pTG6185 (exemple 2.1) comportant le signal de terminaison de la 
35 transcription de SV40. On obtient pTG6529. Ce dernier est soumis a une digestion 
EcdRI-Hpal et ligue a deux fragments, d^ine part un fragment ifcpEI-ite^I (positions 
826 a 5297) purifie de l'ADN genomique d'AdS et d'autre part un fragment genere par 
PCR aux extremites EcoKL et BspEl, pour donner pTG6531. Le fragment PCR est 
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genere par amplification genique a partir de l'ADN genomique d'Ad5 et des amorces 
OTG4564 et OTG4565 (reporte dans les SEQ ID NO: 27 et 28). Le fragment amplifie 
est digere par les enzymes EcdRl et BspEl et mis en ligation comme indique dans le 
paragraphe precedent. 

5 

Le vecteur pTG6531 comprend les 2 unites de transcription (celle de la region El et 
celle du gene pac) dans la meme orientation. Pour eviter des interferences au niveau de la 
transcription, on les place dans une orientation tete beche (reverse l'une par rapport a 
l'autre) en traitant le pTG6531 par BamYO. et en religant. Le vecteur pTG6533 
1 0 correspond a un clone presentant 1'orientation reverse des deux unites. 

Le vecteur pTG6533 est transfecte dans une lignee cellulaire mammifere, par exemple la 
lignee Vero (ATCC, CCL81) ou A549 (ATCC, CCL185) par la technique au phosphate 
de calcium. Les cellules transferees sont cultivees selon les recommandations du 

15 foumisseur et sont placees 24 heures apres la transfection en milieu selectif contenant de 
la puromycine (concentration 6 ug/ml). On selectionne les clones resistants sur lesquels 
on evalue l'expression des genes de la region El afin de determiner le clone le plus 
producteur, qui pourra etre utilise a titre de lignee de complementation pour la 
preparation d"un adenovirus defectif pour la fonction El, tel que celui detaille dans 

20 I'exemple 2. 

On analyse l'expression des sequences codant pour les proteines precoces de la region El 
par Northern blot en utilisant des sondes appropriees marquees a l'isotope 32 P. La 
production des proteines codees par la region El A est detectee par immunoprecipitation 
25 apres marquage des cellules a l'isotope 35 S et a l'aide d*un anticorps commercial 
(Oncogene Science Inc., reference DPI 1). 

On peut egalement verifier la capacite des produits d'expression de la region El A a 
activer le promoteur de la region E1B (par analyse des ARNm E1B par Northern blot) 
30 ou a activer le promoteur de la region E2 (par dosage de l'activite enzymatique apres 
transfection transitoire d'un plasmide "reporteur n comprenant le gene CAT 
(Chloramphenicol Acetyl Transferase) plac6 sous le controle.du promoteur E2). 

Enfin, on peut infecter ces cellules par l'Ad-RSV-Pgal (Stratford-Perricaudet et al., 1992, 
35 supra) et titrer le virus par la technique agar des qu'on observe un effet cytopathique. En 
general, on precede de la fe$on suivante : les ceUules sont infectees a une moi 
(multiplicite d'infection) de 10. Environ 48 heures apres l'infection, 1'efifet cytopathique 
etant visible, on h/se les cellules et on dose l'activite p-galactosidase selon le protocole 
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conventionnel (voir par exempie Maniatis et al., 1989, supra). Les clones positifs sont 
reinfectes a une moi plus faible. 48 heures apres l'infection, on recolte le surnageant et les 
cellules selon les techniques classiques. On determine le titre viral par la methode sous 
agar en utilisant des cellules 293. Le rapport du titre obtenu sur le titre de depart 
5 constitue le facteur ^amplification. 

2. Construction d'une lignee de complementation comprenant la region El des 
nucleotides SOS a 4034 (dTG6557. dTG6558. pTG6559. pTG6564 et pTG6565) 

10 Les vecteurs pTG6557, pTG6558 et pTG6559 comprennent : 

(i) une cassette ^expression du gene pac (nucleotides 252 a 905 comme 
precedemment) sous le controle : 

15 du promoteur E2A de l'Ad2 (nucleotides 27341 a 27030) (dans 

pTG6558) t 

du promoteur E2A de l'Ad2 d61et6 des sequences comprises entre les 
nucleotides 27163 a 27182 (pour pTG6557). Une telle mutation permet 
20 de diminuer le niveau de base du promoteur E2A, sans affecter 

l'inductibilite par la proteine trans-activatrice codee par El A, ou 

du promoteur precoce SV40 pour pTG6559. 

25 Dans les trois cas, elie comporte egalement en 3' le signal de terminaison de la 
transcription du virus SV40 (nucleotides 2543 a 2618) ; et 

(ii) une cassette ^expression comportant la partie de la region El de TAd5 allant des 
nucleotides 505 a 4034. Cette portion du genome adenoviral contient l'integralite 

30 des sequences codant pour les proteines precoces de la region E1A, le signal de 

terminaison de la transcription de hinite El A, le promoteur E1B (inductible par la 
proteine trans-activatrice codee par El A) et ttntegralite des sequences codantes de 
la region E1B. Elle inclut Egalement les sequences codant pour la proteine IX, qui 
chevauchent la region E1B. Cependant, elle est depourvue du promoteur de la 

35 region E1A et du signal de terminaison de la transcription des unites 

transcriptionnelles E1B et IX. Afin de permettre Texpression des sequences de la 
region El, on introduit en 5 1 du fragment adenoviral, le promoteur du gene murin 
PGK et en 3' le signal de terminaison de la transcription du gene B-globine de lapin 
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(nucleotides 1542 a 2064 de la sequence divulguee dans la banque de donnee 
Genebank sous ia reference K03256). 

De maniere facultative, on peut egalement introduire des sequences nucleotidiques 
5 quelconques, par exemple isolees de pBR322 (Bolivar et al., 1977, Gene, 2, 95-113), 
entre les cassettes d'expression du gene pac et de la region £1 ; afin d'eviter d'eventuelles 
interferences transcriptionnelles. 

La construction de ces vecteurs s'effectue en plusieurs etapes reportees ci-dessous. 

10 

En premier lieu, on amplifie par PCR, la partie du genome de I'AdS allant du nucleotide 
505 au nucleotide 826 a partir d*une preparation genomique et des amorces OTG5013 
qui comprend en 5* un site PstI utile pour les etapes de clonage ulterieures (SEQ ID NO: 
29) et OTG4565 chevauchant le site tfjpEl (SEQ ID NO: 28). Le fragment genere par 
15 PCR, est traite a FADN polymerase Klenow puis introduit dans le site Smal de 
M13mpl8 donnant lieu a M13TG65 12. La sequence du fragment PCR est verifiee. 

Le vecteur pTG6533 (exemple 6.1) est digere par les enzymes £coRI et BspEl. On ligue 
le vecteur ainsi traite avec, d*une part, le fragment Psil-BspEl isole de M13TG6512 et, 
20 d'autre part, le fragment EcdBl-PstI isole de pKJ-1. Ce dernier comprend la portion du 
promoteur du gene murin PGK, situee entre les nucleotides -524 et -19, dont la sequence 
est reportee dans Adra et al. (1987, Gene, 60, 65-74),. Cette etape donne lieu au 
pTG6552 et permet d'inserer le promoteur du gene murin PGK en amont de la region El 
de 1'AdS debutant au nucleotide 505. 

25 

Par ailleurs, le fragment Xhol-BamYSL, dont I'extremite generee par Xhol est rendue 
franche suite au traitement par FADN polymerase Klenow, est purifie de pBCMG Neo 
(Karasuyama et al., 1989, J. Exp. Med., 169, 13-25). Ce fragment, qui comprend le 
signal de terminaison de la transcription du gene 0-globine de lapin, est introduit entre les 

30 sites Smal et BamHl du vecteur p polyH-Sfi/Not-14* (Lathe et al., 1987, Gene, 57, 193- 
201). Le vecteur pTG6551 qui resulte, est quant a lui digere par les enzymes Sphl et 
EcdKV afin d*y inserer un fragment du genome de TAd5 allant du nucleotide 3665 au 
nucleotide 4034. Ce fragment est genere par PCR selon le protocole standard. On utilise 
une preparation d'ADN genomique d'AdS a titre de matrice et les amorces OTG5015 qui 

35 recouvre le site interne Sphl en position 3665 (SEQ ID NO: 30) et OTG 5014 
comprenant en 5 1 un site BglU (SEQ ID NO: 3 1). 
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Le fragment PCR est traite par l'ADN polymerase Klenow avant d'etre clone dans le site 
Smal de M13mpl8, generant M13TG6516. Apres verification de sa sequence, le 
fragment PCR est resorti par digestion parBgm, traitement a l'ADN polymerase Klenow 
et digestion par Sphl. II est insere entre les sites Sphl et EcoRV de pTG6551. II en 
5 resulte pTG6554. 

D'autre part, le vecteur pTG6529 (exemple 6.1) est soumis a une digestion par les 
enzymes Hpal et Htndm. On purifie le fragment de 2,9 kb comportant le gene pac suivi 
du signal de terminaison de la transcription du virus SV40. Celui-ci est ligue au fragment 
10 Smal-Hindm isole de pE2 Lac (Boeuf et al., 1990, Oncogene, 5, 69 1-699) qui porte le 
promoteur E2A de l'Ad2. On obtient le vecteur pTG6556. De maniere alternative, il peut 
etre ligue au fragment Smal-Hindm isole de pE2 Lac D9170 (Zajchowski et al., 1985, 
EMBO J., 4, 1293-1300) qui porte le promoteur E2A mute de l'Ad2. On obtient, dans ce 
cas, pTG6550. 

15 

pTG6556 est digere par les enzymes £coRI et BamSL. On insere entre ces sites, le 
fragment £coRI-£acII isole de pTG6552 et le fragment SacTL-BamHl isole de pTG6554. 
On obtient le vecteur pTG6558. La mime etape realisee sur pTG6550 et pTG1643 
(exemple 7.1) genere pTG6557 et pTG6559 respectivement. 

20 

pTG6557 et pTG6558 sont digeres par £coRV, site unique situe entre les deux cassettes 
d'expression (gene pac et region El). On clone dans ce site, un fragment £coRV-Pvt/II 
de l,88kb isol6 de pBR322 (Bolivar et al., supra), afin d'eloigner les deux promoteurs. 
On genere respectivement pTG6564 et pTG6565. 

25 

Les vecteurs pTG6557, pTG6558, pTG6559, pTG6564 et pTG6565 sont transfectes 
dans la lignee cellulaire A549. Comme precedemment, on selectionne les clones resistant 
a la puromycine et on verifie l'expression de la region El. Les clones exprimant El sont 
destines a amplifier et propager des adenovirus defectifs pour la fonction El. La 
30 production des produits d'expression de El s'accompagne d"un effet cytotoxique mais 
, l'analyse par Southern ne permet pas de mettre en evidence des rearrangements de 
vecteurs. Apres infection par l'Ad-RSV - (Jgal, plusieurs clones sont capables d'amplifier 
le virus d*un facteur superieur a 100. 



35 3. Construction d'une cellule de compUm entatian inductihle oar la vroteine Gal4 
Saccharomvces cerevisiae. 
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Ces vecteurs comprennent comme precedemment la partie de la region El de 1'AdS .n 
du nucleot.de 505 a 4034. Cependant .'expression des sequence^ if jJ£ 1 
Place sous le contraie d,n promo te Ur inductible cj^^™£ 

proteme Gal4. La sequence consensus deactivation de 17 nucleotides (17MX) aui 
respond au s e de fixation de Gal4 est sp^ifiee dans Webster et al. (198^' £ 
169) Le s,gnal de terminaison de la transcription du gene de la 0-globle de" ll 1 
place en 3' de 1'unite transcriptionnelle E1B P 

10 

l&fc^ id NO. 32 et 33) sum du promoteur minimal MLP d'Ad2 m „n. 
5- *- *e e, .„ son ^ 3 . dta „ e ^ 

gmem d ADN comprenan, un pentamere de la seouence suivi du mime promoteur « 
— en 5' « 3 des stasia, etitamHI. Apris digesdo. par.*** taJES 
^eiOTtmtemeMihKlerwwrwI^nerase. «">■««< rendue 

Chacun de ces fragment esl imroduit dans le site Bum j. „ „i„ n 

(exemp,, 6 2) . 0 „ obnen, pTG.660 « pTG 1661 respecuvemem (Figure^. ' 

« sot pTGKM so,, pTG1661. Les clones son, seiertomes pour leur resilce i , 

~ r, ri Mmme r q * prtcMaranrat *■ " 

ioe.0 et A549-1661 produisent des produits d'expression de la region El CeoenrW .„ 

3o 
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P. ■ tata, Auame modulation subsumdeJIe des ptasmides imegres (pTG.643 

On p« e^emen, verifier Muctibilite * .•«p ressio „ des ^ 
par I. reg,on El A en presence de GaU (par n^fermauon par ur. P , 
l'«rpressionronslitu,ivedela P ro,eineGal4). Permatan, 
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Apres I'infection de plusieurs clones producteurs par PAd-RSV r».i * 

On construi. un vecteur ^p^, rensemb|e du 
lexcepaondelmsMHRyatartgicd'encapsidMion 

10 

mmm consmu, des oBgonudeotid^ OTG5039 « OTG5040 (SEQ m NO 
35). La sequence de. oligonucleotides est concue de maniere a ne pas reconstituer to site 

zzzr &oRv a ** 4 - *» * « i n: 

«ndu« tranches par tratemen, a J'ADN polymerase Klenow. C, tragmem „ poneur du 

*ZT?r m : ,ra,,K,iptio ■ , du *" sv< ° ™« i*-* »™ - 

signal entoure des sites de restrictioii adequates peut etre utilise a certe ftape. 
Le vecteur pTG1640 ainsi g**re, . dig*, par M „ ^ „ „ 

P T^ 3 ' ^ e8J,aneM 4 rADN B— • Ceci donne lieu a 
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20 



30 
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comnortam . dunere .7MX suivi du promoter du ^ " ^ 

(Me*. 303 a 450 de to sequence divulguee dans to bannue d. LJaZZl 
^ <> ■*-« V00467 « completee en V dun site Xk* On obtien, „ £££ 
<ta* lequei le promoteur hybride 2,17MX-TK-HSV.l est insert dans I, meme 
onentauon que to cassette d'expression du gene pac. 

Cene c^ction, pTG1647, sen de vedeur de base pour imroduue ««. | K ^ fta 

«Mn un fragment du genome de fAd5 allan, du nuclide 505 au nucleotide 
35826. n™ m premrer tem ^ |e pTG1647 ^ ^ ^ m a Bmjai 

«m pan, au fragment ftfl-CM de pTG 6552 (exempie 6.2) comportan, la panie du 
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genome de 1'AdS des nucleotides 505 a 918 et, d'autre part, au fragment ClahBarriHl 
(positions 918 a 21562) prepare a panir de l'ADN genomique de 1'AdS. Le vecteur ainsi 
obtenu, comporte la partie 5* de l'Ad5 a 1'exception de ITTR5' et de la region 
d'encapsidation. 

5 

Par ailleurs, la partie 3' du genome de 1'AdS est assemblee dans le vecteur ppolyll- 
Sfi/Not-14*. Ce dernier est linearise par BamUl et on introduit le fragment BamW-AvrTl 
(nucleotides 21562 a 28752) du genome de l'Ad5 et un fragment PCR correspondant aux 
nucleotides 35463 a 35826 de l'Ad5. Ce dernier est genere a partir de l'ADN genomique 
10 de 1'AdS et des amorces OTG5024 (SEQ ID NO: 36) et OTG5025 (SEQ ID NO: 37) et 
comporte en 5' un site BarriHl. Le vecteur obtenu est digere par AvrU et on insere le 
fragment ^vrll isote de l'ADN genomique de TAd5 et s'etendant des positions 28753 a 
35462. 

15 Le fragment BarriHl comportant les sequences adenovirales est introduit dans le site 
BarriHl du vecteur de I'etape precedente comportant la partie 5 1 du genome adenoviral 
depourvu de 1TTR 5' et la region d'encapsidation. 

Une lignee de complementation capable de complementer Tensemble des fonctions d'un 
20 adenovirus defectif est generee par transfection dans une lignee cellulaire, comme A549, 
selon le protocole decrit dans les exemples precedents. 

On peut egalement proceder en construisant quatre vecteurs comportant la quasi totalite 
du genome adenoviral qui sera reassemble sur un seul vecteur lors de Tetape finale. 

25 

pTG1665 correspond au clonage du fragment BspEl (nucleotides 826 a 7269) 
isote d*une preparation d'ADN genomique d'AdS, dans le site Xmal de p poly II- 
Sfi/Not-14 ♦ ; 

30 - pTG1664 est genere par Tinsertion du fragment Notl (nucleotides 6503 a 1504) 
isole d'une preparation d'ADN genomique d'AdS, dans le site Nod du meme 
vecteur. 

pTG1662 est obtenu par introduction du fragment AatU (nucleotides 10754 a 
35 23970) isole d'une preparation d'ADN genomique d'AdS dans le site AatU de p 

polylL 

pTG1659 comportant la partie 3' du genome d*Ad5 (exemple 2.3). 
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Puis on introduit un fragment comportant un systeme d'expression inductible comme le 
promoteur decrit a 1'exemple 6.3 ou 7 inductible par Gal4 ou un promoteur de Tart 
anterieur comme le promoteur metallothioneine ou tetracycline. Un tel fragment est place 
5 en amont des sequences 5* de l'Ad5 (nucleotides 505 a 918) dans le vecteur pTG1665 
digere par Aatll et C/al. Enfin, on clone successivement dans le vecteur precedent et aux 
sites correspondants les fragments Noil de pTGl664, AatU de pTG1662 et enfin BamHL 
depTG1659. 

10 Une lignee de complementation est generee par co-transfection du vecteur precedent et 
de pTG1643 et on isole les clones resistants a la puromycine. Cette lignee est plus 
particulierement destinee a amplifier et encapsider les vecteurs adenoviraux de 1'exemple 
5 defectifs pour les fonctions El, E2 et £4 et les fonctions tardives. 

15 EXEMPLE 8 : Constitution d'une lignee de complementation pour les fonctions El et 
E4. 

Le vecteur pTG1647 (exemple 7) est digere par les enzymes Psil-BamHl et on introduit 
dans le vecteur ainsi traite 3 fragments : 

20 

le fragment Psil-Xbal de pTG6552 (exemple 6.2) portant les sequences 
d*Ad5 du nucleotide 505 au nucleotide 1339, 

le fragment XbahSphl de pTG6552 portant les sequences d'AdS du 
25 nucleotide 1340 au nucleotide 3665, et 

le fragment Sphl-BamKL de pTG6554 (exemple 6.2) portant les 
sequences d'AdS du nucleotide 3665 a 4034 et un signal de terminaison 
de la transcription. 

30 

Le vecteur ainsi obtenu est coupe par BamUl et on introduit dans ce site trois fragments 
qui sont les suivants : 

un fragment digere par BamHl-AJIH genere par PCR correspondant a la 
35 sequence de TAd5 situe entre les positions 32800 a 33104. On utilise 

TADN genomique d'AdS comme matrice et les amorces OTG5078 (SEQ 
ID NO: 38) et OTG5079 (SEQ ID NO: 39), 
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le fragment Ajni-AvrU isole de 1'ADN genomique d'Ad5 (nucleotides 
33105 4 35463), 

le fragment AvrU-BamHl genere par PCR a Paide des amorces OTG5024 
5 et OTG5025 (voir exemple 7). 

Le vecteur ainsi genere est introduit dans une lignee cellulaire selon le protocole decrit 
precedemment, pour constituer une lignee de complementation pour les fonctions El et 
E4. 

10 

Par ailleurs, une telle lignee peut egalement etre obtenue selon le protocole suivant : 

La region E4 du genome de l'Ad5 (nucleotides 32800 a 35826) est reconstituee en 
plusieurs etapes. La partie allant des nucleotides 33116 a 32800 est synthetisee par PCR 
15 a partir de 1'ADN genomique d*Ad5 avec le couple d'amorces OTG5078 et OTG5079 
(SEQ ID NO: 38 et 39), puis inseree dans le site EcoRV de M13TG130, pour generer 
M13TG1645. 

Le fragment BamHl-Ajm de ce dernier est engage dans une reaction de ligation avec le 
20 fragment ^/Tn-AvrH d'Ad5 (nucleotides 33 104 a 35463) et le vecteur pTG7457 digere 
par BamHl et AvrU. On obtient pTG1650. 

Puis on complete la region E4 par obtention du fragment correspondant aux nucleotides 
35826 a 35457 par PCR a partir preparation d'ADN genomique d'Ad5 et des 
25 amorces OTG5024 et OTG5025 (SEQ ID NO: 36 et 37). Celui-ci est insere dans le site 
Smal de M13mpl8 pour dormer M13TG1646. Le fragment AvrK-EcdBl est isole de ce 
dernier et clone entre les sites Avrll et £coRI de pTGl 650. On obtient pTGl 652. 

Le fragment BamHl comportant la region E4 d'Ad5 est isole" de pTG1652 et done dans 
30 le site BamYD. de pTG1643, de pTG6559 (exemple 6.2) ou dans le site Sspl de pTG6564 
(exemple 6.2) apres avoir rendu les sites francs, pour generer pTG1653, pTG1654 et 
pTG1655 (Figure 6) respectivement. 

On genere par des techniques conventionnelles une cellule de complementation capable 
35 de complementer en trans les fonctions El et E4, par : 

( 1 ) transformation de pTGl 653 dans la lignee cellulaire 293, ou 

(2) transformation de pTG1654 ou pTG1655 dans la lignee cellulaire A549. 
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Dune maniere generale, 1'expression des produits des regions El et E4 ■ 
dun effet cvtotorioue. Un certain nom bre de do 27 9 3 e. a V 

co ^ementer a Jafois des adenovirus deletes de El e Zh CapaWe de 

es ae t] et des adenovirus deletes de E4. 

5 Une autre alternative consiste a proceder de la nuniere suivante. 

E4 et d'inserer un site Hval L* V * ^ fe pr ° moteur de " region 

""^ du pron,oteur TK. A titre Meat* pTG5913 f ™ P " * 
Na«. Acad.*, 25!^,^— * " *» - ««. 

« PTG8507. C« demiJs » P ° Ks < xai ^ PTGSSOS 

PTG85.2 (Figure 8) „ p ; G8513 ^ ' * *■ On genere , K « 

D'autre pan, rfatroduction du fragment £<mHI de »TG16S2 *,„ , 

ou PTG8507 Bnearise oar la ' VeCttur pTG8508 

-pecdveme.ttPigJ.o^;; ^ *"* * P™>< « p T G 851 5 

L« lignees cellulaires trantfectees par pTG8512 ou -TGikk 

complementer un adenovirus defectif,*! i. , °'\° u pTG8515 P<™ettront de 

Wection de pTOSJ^ tT" * *" * " 

ou PTG8515 dans les cellule ?« ^ b ,ra,Bf «™ «« PTG8512 

pour El e. E4 Pe^ne,,ro ° , * ' *i adenovim defecdfs 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: TRANSGENE 

(B) RUE: 11, rue de Molsheiro 

(C) VILLE: STRASBOURG 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 67082 

(G) TELEPHONE: (33) 88.27.91.00 

(H) TELECOPIE: (33) 86.22.58.07 

(ii) TITRE DE L 1 INVENTION: Nouveaux adenovirus defectifs et lignees de 
complementation correspondantea 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 42 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC- DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 
(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG4174) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
GTGACGTCTT TGGTGTTTTC GCGGGAAAAC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucle tide de synthese (OTG4173) 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
ACCGAGTAAG ATTTGTCTAG GGCCGCGGGG 30 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: Oligonucleotide de synthese (OTG4191) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
GGCCATGGTC GCGGGAAAGG GACTTTGACC GTT 33 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) . NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5021) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
GAACGGATCC CCAGACTCTG TTTGGATTTG G 31 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 
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(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5157) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
CCAGAAATAT CTTCGCCCAG GCCGCCGCCC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de baaea 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: aimple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5564) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
GATCCGATAT CCCGTTAACC 20 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: cc ^ c% 
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5565) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
GATCGGTTAA CGGGATATCG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 47 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
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(iiij ANTI-SENS: NON 
(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese «OTG5e92, 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
GTCGTAGGAT CCAGCTGCTC CCTGCTTGTG TGTTGGAGGT CGCTGAG 

47 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE • 

(A) LONGUEUR: 47 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETI QUE : NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5893, 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

GTAGCTGACG TCCCAGGTGC ACACCAATGT GGTGAATGGT CAAATGG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE* 
!»! i*° NGUEURs 46 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5920) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
ACGGTAGGAT CCGACGTCGG TGAGCTCCTC GCTTGGTCTC CGTCCG 

4 6 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE- 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



47 
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(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 
(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de Syn the Se (OTG5891, 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11 : 
CAACCCCGAT TCTAGAGAAA CCTG 

24 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE* 

(A) LONGUEUR: 35 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleigue 

(C) NOMBRE DE BRINS: sinrple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomigue) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6079) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
GCGCAGTTGC TCTGCGGATC CACTTAACAT TCAGT 

35 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE* 
A) LONGUEUR: 38 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleigue 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomigue) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6080, 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
TAAAAGTACC AGGTAAGGAT CCCCTTGGTT TGCTTGGG 
(2) INFORMATION. POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE* 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleigue 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6064) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
GAAACCGAAT TCTCTTGGAA C 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BfclNS: single 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6065) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
ACGAATGCAG CTCTCCACTT AACATTCAGT CG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5481) 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
CAGTGAATTC ATCATCAATA ATATACC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5482) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
AAACTGGTCA CCGTGATTAA AAAG 24 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
<C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5455) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
ATCGGAATTC AAGATGATTA GGTAC 25 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 28 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5456) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 

ATCGTCTAGA TTAAGGCATT TTCTTTTC 28 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 
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(B) TYPE: acide nucleique 
C NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

fii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique, 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME : Oligonucleot-irf. * 

gonucleotide de synthese (OTG5728) 

<xi> DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ „ N0: 20: 
TGTAGCAGGA GGACTAAG 

<2> INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE • 

(A) LONGUEUR: 39 paires rf» k» 

(B) typp. .-jj paares de bases 
»; TYPE: acide nucleique 

C NOMBRE DE BRINS: sSnle 

CONFIGURATION: linSre 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (genomique, 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide ^ 

gonucieotide de synthese (OTG5729) 

(Xi, DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO- 21- 
CCGCATTAAT TAACCGCGAC AAACGATTCT TTATTCTTG 
12) INFORMATION POUR LA SEQ IDN0 : 22: 

(i> C ^ C T^ ISTIQUES DE ^ SEQUENCE • 

o type, acide nucleique 
C NOMBRE DE BRINS: S ££l e 
CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE, ADN (genomique, 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A, ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (5730, 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
CGCGGTTAAT TAATGCGGTA AAACCTACGT CACCCG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 23: 
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<i) CARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS : NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese {OTG6060) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23: 
AATAAAAGAT CATTATTTTC ATTAGAACTG 30 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 24: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6061) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 24: 
TGTGTTGGTT TTTTGTGTGT TAAT 24 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 25: 

(i) CARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6062) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25: 
TAACACACAA AAAACCAACA CACAGTTCTA 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID..NO: 26: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE • 

s £??v 4 paires 

B) TYPE: acide nucleique 
C NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii> TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A, ORGANISMS: Oligonucleotide de synthese .OTG6063, 

(«1J DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 26: 
ATGAAAATAA TGATCTTTTA TTAT 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 27: " 

U) ^"ERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

J JSf EUR ; 32 P*"es ^ bales 
B TYPE: acide nucl6ique 
C NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISMS: Oligonucleoti h. 

w^igonucieotide de synthese (OTG4564) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 27: 
TCCGTGAATT CTAGTAGTGT GGCGGAAGTG TG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 28: ^ 
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE- 

b SS^J 3 pairea Se 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide 

*-jwuucieouae de synthese (OTG4565) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 28: 
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TCCAGTCCGG AGAACCGGGC GCC 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 29: 23 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE- 

(A) LONGUEUR: 26 paires Se bSes 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISME: Oliaonueleoti h« ^ 

wj-igonuoieotide de syntheae (OTG5013) 

(xl) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 29: 
TAACCTGCAG GAGTGCCAGC GAGTAGAG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 30: ^ 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE- 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique} 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A, ORGANISME: Oligonuclotide de synthese (OTG5015) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 30: 
CAACGCGCAT GCCCCCATGG G 

21 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 31; 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

<B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide h« „ ^ 

^gonucieocide de synthese (OTG5014) 
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{xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 31: 
TAGGAGATCT GTTTTAAACC GCATTGGGAG G 31 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 32: 

(i> CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) N OMB RE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETI QUE : NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: Oligonucleotide de synthese 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 32: 
CGGAGTACTG TCCTCCGCGG AGTACTGTCC TCCG 34 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 33: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETI QUE : NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGAN IS ME: Oligonucleotide de synthese 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 33: 
CGGAGGACAG TACTCCGCGG AGGACAGTAC TCCG 34 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 34: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide cie synthese (OTG5039) 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 34: 
TGCTGGATAT CAGTCA 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 35: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
(C> NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5040) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 35: 
GATCTGACTG ATATCCAGCA TGCA 
{2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 36: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5024) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 36: 
CTCCTGCCTA GGCAAAATAG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 37: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 
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fvi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME; Oligonucleotide de svnth , 

ae synthese (OTG5025) 

<xi) DESCRIPTION DE LA SECURE: SEQ id N0: 37 . 
GCAGATGGAT CCGGGCGGAG TAACTTGTAT GT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID N0: 38: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE • 
(A) LONGUEUR: 31 paires d.h» 
Jj TYPE: acide nScleTgue 
C NOMBRE DE BRI NS! s ££ le 
<D> CONFIGURATION: lineaire 

<ii> TYPE DE MOLECULE : ADN (genomiaue, 

<iii) HYPOTHETIQUE : NON 

{iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

<*> ORGANISME: OU 90 „ Ucleotide de 

to) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 38- 
GTCGCGGATC CGTTATGTTT CAACGTGTTT A 
<2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 39: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE* 
(A) LONGUEUR: 20 paires ri- k 
«| TYPE: acide nffiXu? 
C NOMBRE DE BRINS : Sj le 
CONFIGURATION: lineSre 

TYPE DE MOLECULE : ADN (genondoue) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A, ORGANISME: Olig onuleotide dfi 

(Xi, DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 39- 
ACATGAACTT AAGCGAGCTG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: «>: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE- 
(A) LONGUEUR: 38 paires ri»K 
fB) tvpp. , -j P a ires de bases 
bj TYPE: acide nucleique 
C NOMBRE DE BRINS: simple 
CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (geno-nique) 

(iii) HYPOTHETIQUE : NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 
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(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5991) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 40: 
CACGGCACCA GCTCAAGTTA ACGGATCCAT CTGCGGGT 38 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 41: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6141) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 41: 
GATCCTGTGT GTTGGTTTTT TGTGTGC 27 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 42: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6142) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 42: 
GATCGCACAC AAAAAACCAA CACACAG 
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Revendications 

1. Un vecteur adenoviral defectif pour la replication, capable d'etre encapside dans 
une cellule de complementation, qui derive du genome d'un adenovirus comprenant 
de 5' en 3', un ITR 5', une region d'encapsidation, une region E1A, une region 
E1B, une region E2, une region E3, une region E4 et un ITR 3', par deletion : 

(i) de tout ou partie de la region El A, et de 1'integralite de la partie de la 
region E1B codant pour les proteines precoces ; ou 

(ii) de tout ou partie de la region El A et de tout ou partie d'au moins une 
region selectionnee parmi les regions E2 et E4 ; ou 

(iii) de tout ou partie de la region El A et d*une partie de la region 
d'encapsidation. 

2. Un vecteur adenoviral selon la revendication 1, qui derive du genome d'un 
adenovirus par deletion de tout ou partie de la region El A et de 1'integralite de la 
partie de la region E1B codant pour les proteines precoces. 

3. Un vecteur adenoviral selon la revendication 2, qui derive en outre du genome d'un 
adenovirus par d616tion de tout ou partie de la region E3. 

4. Un vecteur adenoviral selon la revendication 2 ou 3, qui derive en outre du genome 
d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E2. 

5. Un vecteur adenoviral selon Tune des revendications 2 a 4, qui derive en outre du 
genome d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E4. 

6. Un vecteur adenoviral selon la revendication 1, qui derive du genome d'un 
adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E1A et de tout ou partie de 
la region E2. 

7. Un vecteur adenoviral selon la revendication 1, qui derive du genome d'un 
adenovirus par deletion de tout ou partie de la region El A et de tout ou partie de 
la region E4. 
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8. Un vecteur adenoviral selon la revendication 6 ou 7, qui derive en outre du genome 
d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E1B. 

9. Un vecteur adenoviral selon IHine des revendications 6 a 8, qui derive en outre du 
genome d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region E3. 

10. Un vecteur adenoviral selon la revendication 6, 8 ou 9, qui derive en outre du 
genome d'un adenovirus par da&ion de tout ou partie de la region E4. 

1 1. Un vecteur adenoviral selon 1-une des revendications 3 a 5, 9 ou 10, qui derive du 
genome d'un adenovirus par deletion partielle de la region E3 dudit genome en 
nontenant la partie de ladite region E3 codant pour la proteine gpl9lcDa. 

12. Un vecteur adenoviral selon la revendication 1 1, dans lequel la partie de la region 
E3 codant pour la proteine gpl9kDa est placee sous le controle des elements 
appropnes a 1'expression de ladite proteine dans la cellule h6te. 

13. Un vecteur adenoviral selon hm des revendications 1 a 12, qui derive du genome 
d'un adenovirus par deletion de tout ou partie de la region El A et d'une partie de la 
region d'encapsidation, 

14. Un vecteur adenoviral selon la revendication 13, qui derive du genome d'un 
adenovirus humain de type 5 par deletion de la partie de la region d'encapsidation : 

(0 s'etendant du nucleotide 270 au nucleotide 346 ; 
(ii) s'etendant du nucleotide 1 84 au nucleotide 273 ; ou 
C»ii) s'etendant du nucleotide 287 au nucleotide 358. 

15. Un vecteur adenoviral selon hme des revendications 1 a 14, qui derive du genome 
d'un adenovirus selectionne parmi les adenovirus canins aviaires et humains. 

16. Un vecteur adenoviral selon la revendication 15, qui derive du genome d'un 
adenovirus humain de type 5. 
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17. Un vecteur adenoviral selon la revendication 16, qui derive du genome d'un 
adenovirus humain de type 5 par deletion de la partie de la region E1B s'etendant 
du nucleotide 1634 jusqu'au nucleotide 4047 au moins. 

18. Un vecteur adenoviral selon la revendication 16 ou 17, qui derive du genome d'un 
adenovirus humain de type 5 notamment par deletion de la partie de la region E3 
s'etendant du nucleotide 27871 jusqu'au nucleotide 30748. 

19. Un vecteur adenoviral selon l'une des revendications 16 a 18, qui derive du genome 
d'un adenovirus humain de type 5 par deletion de la partie de la region E4 
s'etendant du nucleotide 32800 au nucleotide 35826. 

20. Un vecteur adenoviral selon l'une des revendications 1 a 19, qui derive du genome 
d'un adenovirus par deletion d'au moins 18 % du genome dudit virus. 

21. Un vecteur adenoviral selon la revendication 20, qui derive du genome d'un 
adenovirus par deletion d'au moins 22 % du genome dudit virus. 

22. Un vecteur adenoviral selon la revendication 21, qui derive du genome d'un 
adenovirus par deletion d'au moins 40 % du genome dudit virus. 

23. Un vecteur adenoviral selon la revendication 22, qui derive du genome d'un 
adenovirus par deletion d'au moins 95 % du genome dudit virus. 

24. Un vecteur adenoviral selon la revendication 23, qui derive du genome d'un 
adenovirus par deletion de l'ensemble du genome dudit adenovirus a l'exclusion des 
ITRs 5' et 3' et de tout ou partie de la region d'encapsidation. 

25. Un vecteur adenoviral selon la revendication 24, qui derive du genome d'un 
adenovirus humain de type 5 par deletion de la partie du genome viral s'etendant 
des nucleotides 459 a 35832. 

26. Un vecteur adenoviral selon l'une des revendications 1 a 25, qui comprend en outre 
une sequence nucleotidique exogene. 

27. Un vecteur adenoviral selon la revendication 26, qui comprend en outre un gene 
d'interet place sous le controle des elements necessaires a son expression. 
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00 tout ou parti e des regions E1B, E2 et £4 dudit genome. 

36. Une lignee de complementation selon Yune des revendications 33 a 35, comprenant 
notamment tout ou partie de la region El A et l'integralite de la region E1B du 
genome d'un adenovirus codant pour les proteines precoces. 

37. Une lignee de complementation selon l*une des revendications 32 a 36, comprenant 
notamment une partie du genome d'un adenovirus selectionne parmi les adenovirus 
canins, aviaires et humains. 

38. Une lignee de complementation selon la revendication 37, comprenant notamment 
une partie du genome d'un adenovirus humain de type S. 

39. Une lignee de complementation selon la revendication 38, comprenant notamment 
la partie du genome d'un adenovirus humain de type 5 : 

(i) s'etendant du nucleotide 100 au nucleotide 5297 ; 

(ii) s'etendant du nucleotide 100 au nucleotide 4034 ; ou 

(iii) s'etendant du nucleotide 505 au nucleotide 4034. 

40. Une lignee de complementation selon la revendication 38 ou 39, comprenant 
notamment la partie de la region E4 du genome d'un adenovirus humain de type 5 
s'etendant du nucleotide 32800 au nucleotide 35826. 

41. Une lignee de complementation selon la revendication 38, comprenant notamment 
la partie du genome d'un adenovirus humain de type 5 s'etendant du nucleotide 505 
au nucleotide 35826. 

42. Une lignee de complementation selon 1'une des revendications 32 a 41, comprenant 
une partie de la region El A du genome d'un adenovirus depourvue de son 
promoteur naturel ; ladite partie etant placee sous le controle d'un promoteur 
approprie. 
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43. Une lignee de complementation selon la revendication 42, dans laquelle ladite 
partie de la region El A est placee sous le controle d'un promoteur inductible par 
une proteine trans-activatrice de transcription non-adenovirale. 

44. Une lignee de complementation selon la revendication 43, dans laquelle ladite 
partie de la region El A est placee sous le controle d'un promoteur inductible par 
une proteine trans-activatrice de transcription codee par un vecteur adenoviral 
selon la revendication 28 ou 29. 

45. Une lignee de complementation selon la revendication 43 ou 44, dans laquelle 
ladite partie de la region El A est placee sous le controle d'un promoteur inductible 
par la proteine trans-activatrice de transcription Gal4 de Saccharomyces 
cerevisiae. 

46. Une lignee de complementation selon Fune des revendications 32 & 45, comprenant 
en outre un gene codant pour un marqueur de selection. 

47. Une lignee de complementation selon la revendication 46, dans laquelle le gene de 
selection code pour la puromycine acetyl-transferase. 

48. Une lignee de complementation selon la revendication 46 ou 47, dans laquelle le 
gene de selection est place sous le controle d'un promoteur inductible par une 
proteine trans-activatrice de transcription codee par la region El A du genome d'un 
adenovirus sauvage, notamment sous le controle du promoteur de la region E2 
dudit genome. 

49. Une lignee de complementation selon Pune des revendications 32 a 48, derivee 
d'une lignee cellulaire acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

50. Une lignee de complementation selon la revendication 49, derivee d'une lignee 
cellulaire selectionnee parmi les lignees Vero, BHK, A549, MRC5, W138 et CHO. 

51. Une lignee de complementation selon Tune des revendications 32 a 48, derivee 
d'une cellule de la retine d'un embryon humain. 

52. Un precede de preparation d'une particule d'adenovinis selon la revendication 30, 
selon lequel : 
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(0 on nurodu,, u „ vecteur adenoviral ^ Vam ^ mmiiatiom , 

une ngnee de wmplonentation capable de cotnplememer « fedi, 
veoeur teU pour obtenir une lisnte de complementation tra »sfeaee ; 

00 on chive .adite lignee de <™ple«emado, trarcfece, daM des 

appropnees pour pemiettre la paction de ladite panicule d'adenovirus ; et 

(Bi) on ricupere ladite particule d'adenovinis dans la culture 



cellulaire. 



53. Un procate selon la revendication 52 selon lennol on » 

UHJ ' 4 » 5610,1 ,e quei on met en oeuvre une lignee de 

complementation selon fune des revendications 32 a 51 . 

54. Usage therapeutique ou prophylactique d'un vecteur adenoviral selon hme des 
-end.cat.ons 1 a 29, dta particule d'adenovirus selon la revendication 30 ou 

cd r h r ettant " oeuvr r un pro ^ se,on ia revendicati ° n 52 ou 53 ' *« 

cellule note eucaryote selon la revendication 31 ou d'une lignee de 
complementation selon 1-une des revendications 32 a 51. 

55. Une composition pharmaceutique comprenant a titre d'agent therapeutique ou 
prophy acuque un vecteur adenoviral selon hme des revendications 1 a 29 une 
parucule ^-adenovirus selon la revendication 30 ou obtenue en mettant en oeuvre 
un procede selon la revendication 52 ou 53, une cellule eucaryote selon la 
Ortolan 31 ou une lignee de complementation selon hme desTevendicatJ 

phUacLq:,^ 0 " ~ Un ^ aCCCPtab,e *" * - 
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